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第 1 章：自動学習実験装置の作製と野生型ショウジョウバエの行動解析 p10-p17 
第 2 章：罰・報酬学習に必要なキノコ体出力神経の網羅的探索 p18-p27 










































ステム	 (Brand and Perrimon, 1993)を用いた細胞種特異的な機能操作により、
自由行動下で非侵襲的に神経活動を操作できること、(2)脳を構成する神経細胞
数が約10万個と脊椎動物と比べて少ないため解析が容易であること、(3)神経回








成できる。匂いと電気ショック罰	 (Quinn et al., 1974; Tully and Quinn, 1985)、
匂いと砂糖報酬	 (Tempel et al., 1984)を連合させた嗅覚連合学習は古くから研
究が行われてきた（図0-1）。また、匂いとエタノール報酬	 (Kaun et al., 2011)、
匂いと水報酬 (Lin et al., 2014)、色と砂糖報酬	 (Schnaitmann et al., 2010)、色




を吻に与えると吻伸展反射が抑制されるという罰学習や	 (Masek and Scott, 
2010)、雄が交尾済みの雌に求愛行動を行うと拒絶され次の求愛行動が抑制され
るという求愛学習	 (Siegel and Hall, 1979)も成立する。興味深いことに、これ
らの多様な学習行動は全てキノコ体という単一の神経構造によって担われてい
る	 (Aso et al., 2014b; de Belle and Heisenberg, 1994; Dubnau et al., 2001; 
Heisenberg et al., 1985; Kaun et al., 2011; Keleman et al., 2007; Keleman et 
al., 2012; Lin et al., 2014; Masek et al., 2010; Masek et al., 2015; McGuire et 




























る神経回路がほぼ明らかになっている	 (Aso et al., 2014; Mao and Davis, 2009; 
Pech et al., 2013; Tanaka et al., 2008)。キノコ体は、その形態の違いから
α/β, α’/β’, γ細胞に大まかに分類される約2,000個のケニオン細胞から構成され
る。α/βケニオン細胞は投射様式の違いによりさらに細かくc (core), s (surface), 
p (posterior)の三種に、α’/β’ケニオン細胞はm (middle), a/p (anterior/posterior)
の二種に、γケニオン細胞はmain, d (dorsal)の二種に分類される (Aso et al., 











する（図0-2、ドーパミン入力神経）(Aso et al., 2014)。ドーパミン入力神経の
各細胞種も出力神経と同様、特定の区画にのみ投射し、全体でキノコ体葉部を
カバーする。各ドーパミン細胞種は、ケニオン細胞と出力神経の神経接続を調










(α/β, α /β , γ)!





















c s p ma/p
図 0-2 キノコ体の構造 
ケニオン細胞は嗅覚二次神経からの入力を受け取り、peduncle と呼ばれる並行繊維を
脳の前方に伸ばす。α /β細胞、α ’/β ’細胞は二股に分岐し、それぞれα葉とβ葉、α ’葉とβ’
葉を形成する。α葉とα ’葉は背腹軸に沿って伸び、β葉、β ’葉、γ葉は左右軸に沿って伸
びる。葉部には多種類のドーパミン入力神経と出力神経が投射し、その投射パターン
によってキノコ体は区画化される。Aso et al., 2014a, Figure1 を改変。  
図 0-3 キノコ体出力神経 
各キノコ体出力神経細胞種の共焦点画像を image registration 法 (Guizar-Sicairos 







ンが匂い情報をコードすると考えられている	 (Campbell et al., 2013; 
Honegger et al., 2011; Turner et al., 2008)。出力神経は多数のケニオン細胞か
らの入力を受けるためケニオン細胞と異なり、各細胞が非常に広汎な匂いに応
答する	 (Sejourne et al., 2011)。ドーパミン入力神経は、砂糖報酬や電気ショッ
ク罰の情報をキノコ体に伝達する	 (Burke et al., 2012; Liu et al., 2012; 
Schwaerzel et al., 2003)。興味深いことに、砂糖報酬と電気ショック罰はキノ
コ体の異なる領域に投射する別々の入力神経によって伝達される	 (Liu et al., 
2012; Schwaerzel et al., 2003)。ケニオン細胞の匂い刺激による発火とドーパミ
ン入力神経からの入力が同期することにより、ケニオン細胞と出力神経のシナ
プスが可塑的に変化すると考えられている	 (Boto et al., 2014; Gerber et al., 




てきた	 (de Belle and Heisenberg, 1994; Dubnau et al., 2001; Heisenberg et 
al., 1985; McGuire et al., 2001)。近年では個々のケニオン細胞サブタイプ
（α/β, α’/β’, γケニオン細胞）が異なる機能をもつことについて研究が進んでい
る：短期記憶と長期記憶、麻酔耐性記憶 (Quinn et al., 1974; Tully et al., 1994)
がそれぞれ異なるケニオン細胞から読み出されること (Cervantes-Sandoval et 
al., 2013; Isabel et al., 2004; Pascual and Preat, 2001; Trannoy et al., 2011)、
連合記憶の素過程（記憶の形成、固定化、読み出し）がそれぞれ別のケニオン
細胞によって制御されること	 (Huang et al., 2012; Krashes et al., 2007)、報酬




あること	 (Aso et al., 2012; Aso et al., 2010; Claridge-Chang et al., 2009; 
Schwaerzel et al., 2003)、報酬情報の伝達に、罰情報を伝達する細胞とは異な
る細胞群が必要であること (Burke et al., 2012; Liu et al., 2012)が報告された。
出力神経については二つの細胞種について報告があった：α葉とα’葉からの特定
の出力神経群が嗅覚罰記憶の読み出しに必要であるという報告	 (Sejourne et 
al., 2011)、また、α3区画から出力する細胞種が長期報酬記憶、長期罰記憶の読






















































図 1-1 自動学習装置  
4 本のショックチューブにショウジョウバエを入れ、送風機につなぐ。上流に三方電
磁弁および匂いカップをつなぐ。電磁弁を匂いカップ方向に開くことで匂いを提示す
る。電気ショックの ON/OFF、各電磁弁の開閉はコンピューターが制御する。  
 









以下の計算式に基づいて記憶スコアを計算する	 (Quinn et al., 1974)。	 
	 





体数をカウントすることにより上記の記憶スコアを定量する	 (Tully and 
Quinn, 1985)。特定の匂いによる選択バイアスを避けるため二種類の匂いを用





















図 1-4 テスト装置  


































































図 1-6 自動実験装置を用いて測定した野生型ショウジョウバエの嗅覚罰記憶。 
横軸：テスト開始後からの時間（秒）。  
縦軸：記憶スコア。平均±標準誤差。 














（短期記憶：n = 48、長期記憶：n = 36）を個別に解析し、それぞれ同様に半減

















図 1-7 短期報酬記憶と長期報酬記憶の読み出し行動 
STM：5 分記憶、n  = 48 











は中央値。*: P  < 0.05。  
近似精度が極度に悪いデータ（R2 < 0.054, 



















るドーパミン神経細胞種によって伝達されることが知られている	 (Aso et al., 
2012; Aso et al., 2010; Burke et al., 2012; Claridge-Chang et al., 2009; Liu et 



































なく（脳片半球あたり1~2個）(Aso et al., 
2014)、従来の方法では発現パターンの特異性に問題があった。そこで本研究で
は、G. Rubin博士らのグループ（Janelia Research Campus）と共同で、split 





et al., 2012)の組み合わせにより約250系統のsplit GAL4系統ライブラリを作製




図 2-2 split  Gal4 法  













一次スクリーニングとして、 近作製された UAS-Shits系統（pJFRC100-20X 



































































































































図 2-3 split  GAL4 によって出力神経を特異的に操作できる  










記のものより低い UAS-shi 系統（UAS-shibirets x1）を用いた。上記の一次ス
クリーニングで記憶障害を示した図 2-4 に記載の９つの split GAL4 系統につい
て、UAS-shibirets1 x1 と掛け合わせ、同様に高温下で二時間嗅覚罰記憶を測定
した。その結果、MB112C-GAL4 について、対照群（UAS-shibirets x1 のみの
個体群、図 2-4 右端）とは有意に異なる記憶障害を観測した（図 2-4）。MB112C- 
GAL4 は出力神経細胞 MBON-γ1pedc>α/βに特異的な発現を示す（図 2-6 左）。
MBON-γ1pedc>α/βは、γ葉の付け根にあたるγ1 領域とα/βケニオン細胞の
peduncle 領域から出力する GABA 作動性の出力神経である（図 0-2、図 2-7）
(Aso et al., 2014)。	 低温下で学習、記憶テストを行ったところ、
MB112C-GAL4/UAS-shitsは記憶障害を示さなかった（図 2-5 B）。また、高温
下（32℃）でも電気ショックからの逃避行動（図 2-5 C）、匂いからの逃避行動




























































































































































































































































































































































（前ページ）図 2-4 split  GAL4 系統による神経阻害の二時間嗅覚罰記憶に対
する効果  
学習から記憶テストまで 32℃で行った。右端は UAS-shi のみが挿入されたコ
ントロール。MB112C/UAS-shi はコントロールと比較して有意に異なる記憶
スコアを示した（P  < 0.05）。空欄は一次スクリーニングで記憶障害を示さなか
った系統（本文参照）。棒グラフは平均±標準誤差。n ≥  7。  
 




した（P  < 0.001）。  
(B) 24ºC で匂い電気ショック学習・テストを行った際の二時間記憶。  
(C) 32ºC における電気ショック忌避スコア。計算式は記憶スコアと同様。  
(D) , (E) 32ºC における匂い忌避スコア。記憶テストに用いた T 迷路で
3-octanol (3-OCT) (D)、4-methylcyclohexanol (4-MCH) (E)からの忌
避行動を定量した。3-OCT と 4-MCH は、記憶学習スクリーニングに用
いられた匂いである。  








られなかった（図 2-5 C-E）。以上の結果から PPL1-γ1pedc>α/βも、嗅覚罰記
憶に必要であることが示された。これは、細胞種特異性の低い GAL4 系統を使





















図 2-6 神経伝達阻害により有意な記憶障害を示した split  GAL4 系統  
MB112C-GAL4（左）と MB438B-GAL4（右）によって発現誘導された細胞膜タ




























（前ページ）図 2-7 嗅覚罰記憶を司る神経回路  
キノコ体 γ葉の γ1 領域と α /βケニオン細胞の peduncle 領域に入力する






















































































































































































































































































































図 2-9 嗅覚報酬記憶の対照実験 
(A) 24ºC で学習・記憶テストを行った際の二時間記憶。  
(B) 32ºC における砂糖誘引スコア。計算式は記憶スコアと同様。  
棒グラフは平均±標準誤差。全ての実験群で、対照群と有意な差が見られなか
った（P  < 0.05）。  
 
図 2-8 split  GAL4 系統による神経阻害の二時間嗅覚報酬記憶に対する効果  
学習から記憶テストまで 32℃で行った。右端は UAS-Shits のみが挿入された対照群。 





























図 2-10 神経伝達阻害により有意な記憶障害を示した split-GAL4 系統  
各 split-GAL4 系統によって発現誘導された細胞膜タグ染色。Aso et al.,  








図 2-11 嗅覚報酬記憶を司る神経回路 




第 3 部：フィードバック報酬回路を介した長期報酬記憶形成機構 
 
報酬情報はどのドーパミン細胞種によって伝達されるのか 





が報告されている (Liu et al., 2012)。しかし PAM クラスターには投射領域の
異なる 14 種類の細胞種が含まれ (Aso et al., 2014)、どの細胞種からのドーパミ
ン放出が報酬学習に重要であるかは不明であった。そこで本章ではまず、PAM





	 二時間嗅覚報酬記憶に必要な PAM クラスター細胞を同定するため、18 の
split GAL4 系統を用いて神経伝達阻害を行った。高温下で匂いと砂糖の連合学
習、記憶テストを行ったところ、約半分にあたる 10 系統で対照群と有意に異な
る記憶阻害を観察した（図 3-1）。用いられた split GAL4 系統の発現パターンを
図 3-2 に示す。興味深いことに、記憶阻害効果が大きい 5 系統で共通して標識
される細胞種が見つかった。これは、脳片半球あたり 6-8 細胞の、キノコ体α葉
のα1 領域に投射する細胞種（PAM-α1）である。従って PAM-α1 の二時間嗅覚
報酬記憶への関与が示唆される。PAM-α1 の学習時の機能を調べるため、学習
時のみ高温下で神経伝達阻害を行った。発現ドライバーとして、PAM-α1 に強




































































































図 3-1 PAM 細胞種に発現をもつ split  GAL4 系統を用いた神経伝達阻害実験  
学習から記憶テストまで 32℃で行った。右端は UAS-Shits のみが挿入された対照群。
左から順に阻害効果の大きい系統を並べた。  
赤で示された系統について、対照群から有意に異なる（P  < 0.05）記憶スコアを示し








	 PAM-α1 の機能をさらに詳細に調べるため、PAM-α1 からの神経伝達を阻害
して短期記憶（5 分記憶）、長期記憶（24 時間記憶）を測定した。スクロースと
匂いを用いた嗅覚報酬学習は、一回の学習でタンパク質合成依存的な長期記憶
























c            t 
0           2hrs 
32°C 
24°C 
（前ページ）図 3-2 用いられた split  GAL4 系統によって標識される PAM クラスタ
ー細胞  
図 3-1 の結果から、左から順に記憶阻害効果の大きい系統を並べた。左の列は各 PAM
細胞種のキノコ体内での投射領域を示す。赤く塗られた系統で有意な記憶阻害を観察
した（P  < 0.05）。阻害効果の も大きい５系統で、α1 領域（黄色）に投射する細胞
での発現が見られた。  
図 3-3 PAM-α1 は二時間嗅覚報酬記憶の形成に必要である 
(A) MB299B-GAL4 の発現パターン  
(B) 学習時に PAM-α1 を阻害することで二時間報酬記憶に有意な障害が見られた（P  




形成される (Burke and Waddell, 2011; Cervantes-Sandoval and Davis, 2012)。
PAM-α1 からの神経伝達阻害がスクロースの短期記憶には影響せず長期記憶の
形成を阻害したことから（図 3-4 A, B）、PAM-α1 は栄養を摂取したという情報
の伝達に関与する可能性が考えられる。実際、アラビノースを匂いとともに提
示した場合の短期記憶は PAM-α1 を必要としないが（図 3-4 D）、アラビノース
にソルビトールを混ぜて提示した場合の長期記憶の形成には必要であるという
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MBON-α1 は PAM−α1 の樹状突起領域に軸索終末を投射する 
	 次に PAM-α1 の上流でこの神経を制御する神経を探索した。PAM-α1 は軸索
終末をキノコ体のα1 領域に、樹状突起を SMP, SIP, SLP（それぞれ superior 
medial protocerebra, superior intermediate protocerebra, superior lateral 
protocerebra）領域に投射する（図 3-5 A, B）(Aso et al., 2014; Liu et al., 2012)。
驚くべきことに、キノコ体のα1 領域から出力する MBON-α1 も SIP, SLP 領域
に投射することが見つかった（図 3-5 C, D）。MBON-α1 は PAM-α1 とは逆に
キノコ体α1 領域から SIP, SLP 領域に軸索終末を投射する (Aso et al., 2014)。
従って、MBON-α1 と PAM-α1 はフィードバック回路を形成する可能性がある
（図 3-5 E, F）。 
（前ページ）図 3-4 PAM-α1 は栄養摂取依存的な長期記憶形成に必要である  
(A) 匂いとスクロースを用いた 5 分記憶は PAM-α1 を必要としない。n  = 10-12。  
(B) 匂いとスクロースを用いた 24 時間記憶の学習には PAM-α1 が必要である。n  = 
9-12 
(C) 低温下では長期記憶障害は見られない。n  = 6-11。  
(D) アラビノースを用いた 5 分記憶は PAM-α1 を必要としない。n  = 12-14。  
(E) アラビノースにソルビトールを加えて与えた 24 時間記憶の学習には PAM-α1 が
必要である。n  = 13-15。  















図 3-5 MBON-α1 は PAM-α1 と同様な領域に逆の極性で投射する  
(A-D) PAM-α1 と MBON-α1 の形態。点線はキノコ体のα /β葉  (A, C)、および SMP, 
SIP, SLP 領域（B, D）。矢印はキノコ体領域、矢頭は SIP, SLP 領域を指す。Janelia 
Research Campus の麻生博士からの提供。  
(E, F)  模式図。PAM-α1 は SIP, SLP 領域からキノコ体α1 領域に投射する。
MBON-α1 は逆に、キノコ体α1 領域から SIP, SLP 領域に投射する。 














図 3-6 MBON-α1 と PAM-α1 はキノコ体α1 領域と SIP, SLP 領域で近接する 
(A-D) PAM-α1(72D01-LexA ) と MBON-α1(MB310C-GAL4) の二重染色。緑が
MBON-α1、マゼンタが PAM-α1 を示す。SIP, SLP 領域  (B, C)、キノコ体α1
領域（D）の両方で二つの神経が近接する。Janelia Research Campus の麻生
博士からの提供。 
(E) PAM-α1 と MBON-α1 の GRASP 画像。SIP, SLP 領域とキノコ体α1 領域の両
方で強いシグナルが観察される。  
	 	 スケールバーは 10µm。  
 35 
	 次に PAM-α1 と MBON-α1 が互いに近接しているかを確かめた。このため、
GAL4/UAS システムとは独立の、大腸菌由来の転写因子 LexA とその結合配列
である LexAop を用いた発現誘導システム (Lai et al., 2008; Szuts and Bienz, 
2000)を GAL4/UAS システムとともに用い、PAM-α1 と MBON-α1 を異なる蛍
光タンパク質で標識した。PAM-α1 を標識する R72D01-LexA と MBON-α1 を
標識する MB310C-GAL4 を用いた二重染色により、PAM-α1 と MBON-α1 が
キノコ体α1 領域と SIP, SLP 領域の両方で、共焦点顕微鏡の解像度以下の距離
で近接していることが明らかになった（図 3-6 A-D）。さらに、PAM-α1 と
MBON-α1 の間で GRASP（GFP reconstitution across synaptic partner）実験
を行った。GRASP は、二種類の細胞に GFP の異なるドメインを発現させ、細
胞が互いに近接する場合（~100nm）にのみ GFP の蛍光を得る方法である 
(Feinberg et al., 2008; Gordon and Scott, 2009)。R72D01-LexA と
MB310C-GAL4を用いてGRASPを行ったところ、キノコ体α1領域とSIP, SLP
領域の両方で強い GFP 蛍光を検出した（図 3-6 E）。以上の結果をまとめると、
PAM-α1 と MBON-α1 は互いの樹状突起と軸索終末を互いに近接させ、フィー
ドバック回路を形成していることが強く示唆される。 
 
長期報酬記憶形成には NMDA 受容体を介した MBON-α1 からのフィー
ドバックが必要である 
	 MBON-α1 を介したフィードバック回路が PAM-α1 の活動制御に重要である
ならば、MBON-α1 からの神経伝達も PAM-α1 と同様、長期報酬記憶の形成に
必要であると考えられる。この可能性を検証するため、MBON-α1 で特異的に
GAL4 活性を示す二つの split GAL4 系統、MB310C-GAL4 と MB323B-GAL4
を用いて機能阻害実験を行った（図 3-7 A-C）。MB310C-GAL4, MB323B-GAL4
により Shitsを発現させ、高温下でスクロースを用いた短期記憶を測定したとこ
ろ PAM-α1 と同様、記憶障害は観察されなかった（図 3-7 D）。一方、長期報酬
記憶には強い記憶障害が観察された（図 3-7 E）。低温下で学習、記憶テストを











が良いとされる shRNA（short-hairpin RNA）をコードする UAS 系統を用い
た (Ni et al., 2011)。興味深いことに、ショウジョウバエの NMDA 受容体のサ
ブユニットをコードする遺伝子である dNR-1 と dNR-2 を PAM-α1 で特異的に
ノックダウンしたところ（図 3-8 A）、短期記憶は正常であったが長期記憶に強
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図 3-7 MBON-α1 は長期記憶形成に必要である  
(A) MBON-α1 からの神経伝達阻害を行った。  
(B, C) MB310C-GAL4, MB323B-GAL4 の発現パターン 
(D) MBON-α1 の神経伝達阻害は短期記憶に影響しない。n  = 6-10。  
(E) MBON-α1 の神経伝達阻害を学習時に行うことで長期記憶形成が阻害される。n  = 
13-24。  
(F) 学習、テストを低温で行った場合には長期記憶形成は阻害されない。n  = 8-17。 
スケールバーは 20µm。棒グラフは平均±標準誤差。*: P  < 0.05, ***: P  < 0.001, 
n.s.: P  > 0.05。  
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DopR1 を通してケニオン細胞で形成されることが知られている (Kim et al., 
2007; Liu et al., 2012; Qin et al., 2012)。しかし長期報酬記憶については、どの
細胞が DopR1 を介してドーパミンを受容するのか不明であった。α/βケニオン
細胞と MBON-α1 はどちらも PAM-α1 の軸索終末と近接し、PAM-α1 からのド
ーパミンを受容する可能性がある（図 0-2、図 3-6）。そこでα/βケニオン細胞と
MBON-α1 においてそれぞれ DopR1 遺伝子をノックダウンし、報酬記憶への必
要性を検討した。α/βケニオン細胞で shRNA を特異的に発現させるため、二つ
の GAL4 系統を用いた：c739-GAL4 (Aso et al., 2009; Yang et al., 1995)と


















































図 3-8 PAM-α1 は NMDA 受容体を通して報酬情報を受け取る  
(A) PAM-α1 において NMDA 受容体をノックダウンした。  
(B) NMDA 受容体ノックダウンは短期記憶には影響しない。n  = 8-13。  
(C) NMDA 受容体ノックダウンにより長期記憶が阻害された。n = 8-29。  
棒グラフは平均±標準誤差。*: P  < 0.05, **: P  < 0.01, n.s.:  P  > 0.05。  
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 上記の結果は DopR1 が MBON-α1 ではなくα/βケニオン細胞で機能すること
を示唆している。これをさらに確かめるため、DopR1 変異体のレスキュー実験
を行った。dumb2 は piggyBac トランスポゾンベクターが DopR1 遺伝子の第一
イントロンに挿入された変異体で、その発現レベルが強く抑制され、短期報酬


































































図 3-9 DopR1 はα /βケニオン細胞で長期記憶に必要である  
(A) MB008B-GAL4 の発現パターン。  
(B) α /βケニオン細胞、MBON-α1 で DopR1 をノックダウンしても短期記憶は正常で
ある。n  = 7-22。  
(C) α /βケニオン細胞で DopR1 をノックダウンすると長期記憶が阻害される。n = 
10-27。  
スケールバーは 20µm。棒グラフは平均±標準誤差。*: P  < 0.05, ***: P  < 0.001, 





















































dumb2 dumb2/+ dumb2 +/+
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dumb2 dumb2/+ dumb2 +/+
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図 3-10 ケニオン細胞での DopR1 発現は変異体の記憶障害をレスキューする  




棒グラフは平均±標準誤差。***: P  < 0.001, n.s.:  P  > 0.05。  
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長期記憶は MBON-α1 を介して読み出される 




有意に低下した（図 3-12 A）。一方、PAM-α1 を同様に阻害しても、記憶スコア
の低下は観察されなかった（図 3-12 B）。従って長期記憶はキノコ体のα1 領域
から読み出されると考えられる。 
図 3-11 α /βケニオン細胞からの神経伝達は長期記憶形成時に必要である  
(A) α /βケニオン細胞からの神経伝達を阻害した。  
(B) 短期記憶はα /βケニオン細胞を必要としない。n  = 7-9。  
(C) 長期記憶形成にはα /βケニオン細胞からの神経伝達が必要である。n  = 7-20。  
(D) 低温下で長期記憶は正常である。n  = 6-9。  
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3-14 A, C, E）。一方、同様の神経阻害を学習 22 時間後に行った場合には記憶障
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図 3-12 MBON-α1からの神経伝達は長期記憶の読み出しに必要である  
(A) 長期記憶テスト時に MBON-α1からの神経伝達阻害を行うと記憶障害が観察さ
れる。n  = 11-20。  
(B) PAM-α1からの神経伝達は必要でない。n  = 7-10。  
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図 3-13 フィードバック報酬回路は学習後にも必要である  
(A, C, E) 学習直後、一時間各神経細胞種からの神経伝達阻害を行うことにより長期
記憶の固定化が阻害される（A: n  = 15-22, C: n  = 14-34, E: n  = 7-15）。 
(B, D, F)  学習 22 時間後、一時間神経伝達阻害を行っても長期記憶は阻害されない
（B: n  = 14-15, D: n  = 13-23, F: n  = 12-15）。 
















行った（図 3-14 A, B）。学習時には、片方のグループには 4-MCH と同時に砂
糖報酬を提示し、別のグループには 4-MCH と砂糖を分けて提示した。記憶テス
トでは、4-MCH と 2-MCH との混合物を含んだアームと、匂い無しのアームの
間での匂い選択行動を測定し、記憶スコアを算出した。匂い混合物は、4-MCH：





対し（図 3-14 C）、長期記憶においては低下の度合いは緩やかであった（図 3-14 
D）。別の匂いペア（3-octanol: 3-OCT と 1-octen-3-ol: 1-OCT、図 3-14 E, F）







































































































































（前ページ）図 3-14 長期記憶は短期記憶に比べて匂い特異性が低い 
(A, D) 使用した化合物。 





落ちる（n  = 16 (C), n  = 20 (G)）。 
(D, H)長期記憶は、異なる匂いを混ぜても大きく変わらない  (n  = 20 (D), n  = 
24(H))。各グループの記憶スコアを、学習とテストで同一の匂いを用いた場合
のスコア（左端の棒グラフ）と統計的に比較した。  
棒グラフは平均±標準誤差。*: P  < 0.05, **: P  < 0.01, ***: P  < 0.001, n.s.: P  




































ノコ体の異なる領域で形成される	 (Cervantes-Sandoval et al., 2013; 
Huetteroth et al., 2015; Trannoy et al., 2011; Yamagata et al., 2015)。また、







































(Aso et al., 2012; Aso et al., 2014b)。ドーパミン受容体 DopR1 は嗅覚罰記憶に
必須であるが (Kim et al., 2007)、γケニオン細胞での発現で十分であることが
変異体のレスキュー実験から示されている (Qin et al., 2012)。本研究の結果と
合わせると、ドーパミンによる電気ショックの罰情報はγ1 領域に伝達されるこ
とが示唆される。また、本章で用いたものと同じ split GAL4 系統群を用いた機
能スクリーニングにより、電気ショックと色覚の連合学習においても同じドー
パミン神経細胞と出力神経細胞のセットが必要であることが明らかになった 
(Aso et al., 2014b)。 





α/β葉にも投射する (Aso et al., 2014)。これまでの研究により、長期罰記憶の読
み出しにはα/β葉からの神経伝達が重要であることが示唆されてきた (Blum et 
al., 2009; Cervantes-Sandoval et al., 2013; Isabel et al., 2004; Pascual and 
Preat, 2001; Yu et al., 2006)。一方、罰情報を伝達するドーパミンはγ葉で受容







パミン細胞群によってキノコ体に伝達される (Burke et al., 2012; Liu et al., 
2012)。 もシンプルな神経回路モデルは、PAM クラスターの投射領域で報酬
記憶が形成され、同領域から出力する神経によって読み出されるというもので
ある (Gerber et al., 2004)。今回同定された神経細胞種の一部（MBON-γ5β’2a、
MBON-β’2mp、MBON-α1）は PAM クラスターが投射する区画から出力し、
このモデルと一致する機能をもっているかもしれない。一方 MBON- γ2α’1、
MBON-α’2 が出力するキノコ体領域には PAM クラスター細胞は投射しない。
この領域に投射するドーパミン細胞群は報酬記憶に必要でないことが示されて















et al., 2006; Keene et al., 2004; Pitman et al., 2011)。また、一部の出力神経細
胞種（MBON-γ1, MBON-γ4, MBON-β1）はキノコ体外だけでなくキノコ体内









ることができる (Kaun et al., 2011)。同じsplit GAL4系統を用いたスクリーニ
ングにより、本章で同定された砂糖学習に重要な細胞種の多く（MBON-γ5β’2a, 
MBON-β’2mp, MBON-γ2α’1, MBON-α’2）がエタノールを用いた報酬記憶にも











	 第 3 部では、split GAL4 系統を用いたドーパミン作動性神経のスクリーニン















と短期記憶は回復されないが長期記憶が回復された (Trannoy et al., 2011)。従
って短期記憶障害があっても長期記憶は形成可能であることが明らかになった 






memory PAM）、ltm-PAM（long-term memory PAM）と命名した (Yamagata 












情報を単純に伝達するという見方がこれまで一般的であった (Gerber et al., 
2004; Waddell, 2013)。しかし本章の実験結果から、α/βケニオン細胞で形成さ
れた記憶痕跡が MBON-α1 を通して PAM-α1 に伝達され、報酬性のドーパミン
放出を調節するのではないかというモデルを立てることができる（図 3-15）。長
期記憶形成には NMDA 受容体が PAM-α1 で必要であった（図 3-8）。NMDA 受
容体は後シナプス細胞が脱分極状態のときにのみ開くことから (Mayer et al., 














図 3-15 フィードバック報酬回路により長期記憶が形成される  
長期報酬記憶の形成モデル。PAM-α1 によって伝達される砂糖報酬と匂い情報がα /βケ
ニオン細胞で連合される。この記憶痕跡は MBON-α1 によって PAM-α1 にフィードバ
ックし、PAM-α1 上の NMDA 受容体を通してドーパミン放出量を調節する。長期報







化が起こること (Gervasi et al., 2010; Tomchik and Davis, 2009)、タンパク質
合成依存的な長期記憶の形成には大きなエネルギー消費が伴うこと (Mery and 




（図 3-13 A, B）。MBON-α1, α/βケニオン細胞からの神経伝達も同様に必要であ
ることから（図 3-13 C-F）(Huang et al., 2012)、フィードバック回路がドーパ
ミン放出の持続に関わっていると考えられる（図 3-15）。長期記憶の固定化には
PAM-α1 だけでなく他のドーパミン細胞種からの神経伝達も必要であることが
報告されているが (Musso et al., 2015; Placais et al., 2012)、学習後ドーパミン
放出が持続するメカニズムは不明であった。げっ歯類を用いた研究においても
同様に、長期記憶の固定化に学習後のドーパミン放出が必要であるという報告
があり (Rossato et al., 2009)、海馬から報酬性ドーパミン神経へのフィードバ












れている (Aso et al., 2014)。哺乳類やミツバチを用いた先行研究でも、記憶痕
跡と報酬あるいは罰を伝達する神経回路との相互作用の存在が指摘されている 






にも必要であることを示した（図 3-12）。MBON-α1 は、キノコ体のα1 から SIP, 
SLP 領域に軸索終末を投射する（図 3-5）。先行研究により、キノコ体α葉の先
端のα3 領域から出力する MBON-α3 も、長期報酬記憶の読み出しに必要である
ことがわかっている (Placais et al., 2013)。興味深いことに、MBON-α1 と
MBON-α3 の軸索終末は SIP 領域においてに互いに非常に近接していることが
報告されており (Aso et al., 2014)、共通の後シナプス細胞に接続しているかも
しれない。長期報酬記憶は、α/βケニオン細胞から読み出される 
(Cervantes-Sandoval et al., 2013; Trannoy et al., 2011)。従って、α/βケニオン








	 野生型ショウジョウバエとして 24℃で飼育した Canton-S を用いた。 
	 split GAL4 系統は、Jenett らが報告したエンハンサーDNA フラグメント 
(Jenett et al., 2012)により転写活性化ドメインと GAL4 の DNA 結合ドメイン
にそれぞれロイシンジッパーを結合したもの（p65ADZp と ZpGAL4DBD）
(Pfeiffer et al., 2010)をゲノムに挿入して作製したものである (Aso et al., 
2014)。 
	 第２部の一次スクリーニングでは各 split GAL4 系統の雄と w;; 
pJFRC100-20XUAS- Shibirets1, in VK00005 (Pfeiffer et al., 2012)の雌を交配
し、F1 世代のショウジョウバエを使った。コントロール（UAS-Shits/+）は、
split GAL4 系統の代わりに white 変異体の雄を用いた交配の F1 世代である
（split GAL4 系統は white 変異を有するため）。ショウジョウバエは 24℃で飼
育した。二次スクリーニングでは各 split GAL4 系統の雄と UAS-shibirets1 x1
の雌を交配し、F1 世代を使った。UAS-shibirets1 x1 は、北本が作製した
UAS-shibirets1 の DNA フラグメントが複数挿入された系統を (Kitamoto, 




成され、ゲノム上のattP40に挿入した (Pfeiffer et al., 2010)。c739-GAL4は
Yangらにより報告されたエンハンサートラップGAL4系統である (Yang et al., 
1995)。PAM細胞種の一次スクリーニング（図3-1）には各split GAL4系統の雄
とw;;pJFRC100-20XUAS- Shibirets1, in VK00005  (Pfeiffer et al., 2012)の雌
を交配し、F1世代のショウジョウバエを使った。その他の神経阻害実験（図3-4, 
3-7, 3-11, 3-12, 3-13）にはw;;UAS-Shits1 x１の雌を使用した。コントロール




(P(TRiP.HMS02200) attP40), UAS-Nmdar2RNAi (P(TRiP.HMS02012)attP40), 








を、各 split GAL4 系統、LexA 系統と交配した: pJFRC2-10xUAS-mCD8GFP in 
VK00005 (図 3-5 A-D) (Pfeiffer et al., 2010)、pJFRC200-10xUAS-IVS- 
myr::smGFP-HA in attP18 (図 3-3 A; 図 3-6 A-D; 図 3-7 B, C; 図 3-9 A ) 
(Viswanathan et al., 2015)、pJFRC216-13xLexAop2-IVS-myr::smGFP-V5 in 
su(Hw)attP8 (図 3-6 A-D) (Nern et al., 2015)。GRASP (図 3-6 E)には
72D01-LexA, UAS-CD4::spGFP1-10; LexAop-CD4:: spGFP11 (Gordon and 
Scott, 2009) と MB310C-GAL4 を交配した。共焦点画像は LSM710（Zeiss, 図






































外線LED（Osram 720-SFH487P, Mouser electronics社）によってテスト装置
 58 
を照射した。ショウジョウバエが壁を登るのを防ぐため、Fluon（Insect-a-Slip, 
























	 抗体染色は以前と同様な方法で行い (Aso et al., 2014)、以下の一次抗体をカ
ッコ内の濃度で用いた：rabbit-anti-GFP (1:1000; Invitrogen; A11122), 
mouse-anti-GFP (1:200; UC Davis/NIH Neuromab Facility; clone N86/38; for GRASP), 
 59 
rabbit anti-HA (1:300; Cell Signaling Technology)。以下の二次抗体を用いた：
AlexaFluor-488 donkey anti-mouse (1:400; Jackson Labs), Cy3 donkey anti-rabbit 
(1:500; Jackson Labs), AlexaFluor-647 donkey anti-rat (1:300; Jackson Labs), 
AlexaFluor-488 goat anti-rabbit (1:800; Invitrogen A11034) and AlexaFluor-568 goat 
anti-mouse (1:400; Invitrogen A11031)。 
 
統計 








	 実験装置の作製は Max Planck Institute of Neurobiology の Andreas Kucher
氏, Stefan Prech 氏、東北大学機器開発研修室の小野寺知美氏、斎藤一真氏、制
御ソフトウェアの開発は東北大学電子光理学研究センターの長澤育郎氏、
Helmholtz Zentrum の田川嵩展氏の助力により行った。 
	 本研究は、Janelia Research Campus の麻生能功博士、Gerald Rubin 博士に
よって作製された split GAL4系統、またその発現パターン画像を使って行った。
Josh Dubnau 博士（Cold Spring Harbor Laboratory）、 Thomas Preat 博士
（CNRS ESPCI-Paris Tech）、Scott Waddell 博士（Oxford 大学）、Bloomington 
Stock Center（Indiana 大学）, TRiP（Harvard medical school）から提供を受
けたショウジョウバエ系統を使用した。 
	 解剖実験において東北大学の阿部綾子氏の助力を得た。Leibniz Institute for 





	 結果の第２部で報告した内容、第 3部で報告した内容の一部は、それぞれ eLife
と PNAS に掲載された (Aso et al., 2014b; Yamagata et al., 2015)。第 3 部の内
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